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O glioma, o cancro que resulta de um crescimento descontrolado das células gliais 
apresenta uma taxa de sobrevivência muito baixa. A sua terapêutica apresenta um 
problema acrescido, que é a pequena capacidade do fármaco atingir o sistema nervoso 
central, devido à presença da barreira hematoencefálica. O paclitaxel é um fármaco 
anticancerígeno utilizado no tratamento de diversos cancros como, do ovário, mama, 
pulmão, cólon, bexiga, esófago, cabeça e pescoço, mieloma múltiplo e sarcoma de 
Kaposi. O seu mecanismo de ação envolve o bloqueio do ciclo celular na fase G2/M por 
estabilização dos microtúbulos. O Taxol® que foi a primeira forma farmacêutica 
comercializada contendo este fármaco surgiu após grande investigação para escolher o 
melhor veículo atendendo à sua principal limitação, que era a baixa solubilidade em meio 
aquoso. Contudo, devido à toxicidade do próprio fármaco e ao principal excipiente do 
Taxol® (Chremophor EL), continuam-se a procurar alternativas para veicular o paclitaxel. 
As nanopartículas lipídicas, SLN e NLC, são uma potencial alternativa de administração 
terapêutica devido à sua capacidade de vetorizar uma grande variedade de fármacos 
(como por exemplo o paclitaxel) em doses ideais, resultando num efeito terapêutico 
elevado, efeitos colaterais baixos e maior adesão do paciente à terapêutica. Assim, o 
principal objetivo deste trabalho foi desenvolver nanopartículas lipídicas com paclitaxel 
para o tratamento do glioma. 
A preparação das SLN e das NLC foi otimizada com vista a escolher um método de 
preparação e uma formulação farmacêutica adequada. Escolhidas as condições, as SLN 
e as NLC com e sem paclitaxel foram analisadas com base no tamanho da partícula, 
morfologia, potencial zeta, eficácia de incorporação e estrutura interna. A estabilidade das 
formulações foi estudada ao longo do tempo, o tamanho da partícula e potencial zeta (90 
dias), eficácia de incorporação (30 dias) e estrutura interna (60 dias). O método do 
doseamento do paclitaxel foi validado, para a especificidade, a precisão e a linearidade e 
a amplitude de trabalho foi estabelecida. 
O doseamento do paclitaxel é linear, específico e apresenta repetibilidade. A 
incorporação do paclitaxel nas SLN e NLC não alterou o seu tamanho mediano 
(± 200 nm), bem como o potencial zeta e morfologia. As SLN e as NLC não apresentaram 
diferenças na eficácia de incorporação (cerca de 50%). Relativamente à estabilidade, as 
NLC demonstraram ser mais estáveis que as SLN para veicular o paclitaxel durante pelo 
menos 30 dias. 
 





















Glioma, the cancer that results from uncontrolled growth of glial cells presents a 
very low survival rate. This therapy presents a major problem, which is the small capacity 
of drug to reach the central nervous system, due to the presence of the blood-brain 
barrier. Paclitaxel is an anticancer drug used in the treatment of several cancers such as 
breast, lung, ovary, colon, bladder, esophagus, head and neck, multiple myeloma and 
Kaposi's sarcoma. Its mechanism of action involves blocking the cell cycle in G2/M phase 
for stabilization of microtubules. The Taxol®, which was the first commercial drug  
containing paclitaxel, came after major investigation to choose the best vehicle to 
overcome its main limitation, the low solubility in aqueous media. However, due to the 
toxicity of the drug itself and the main excipient of Taxol® (EL Chremophor), alternatives to 
incorporate the paclitaxel are still being sought. The lipid nanoparticles, SLN and NLC, are 
a potential alternatives to therapy administration due to its ability to vectorize a wide range 
of drugs (e.g. paclitaxel) in ideal doses, resulting in a high therapeutic effect, lower side 
effects and greater patient compliance to therapy. Therefore, the main goal of this project 
was to develop lipid nanoparticles containing paclitaxel for glioma treatment.  
The preparation of SLN and NLC was optimized in order to choose a method of 
preparation and the best pharmaceutical formulation. Next, paclitaxel loaded- SLN and 
NLC were analyzed based on the particle size, morphology, zeta potential, efficacy of 
incorporation and internal structure. The stability of formulations was studied over time, 
the particle size and zeta potential (90 days), efficacy of incorporation (30 days) and 
internal structure (60 days). The paclitaxel assay method was validated for specificity, 
precision and linearity and range of work has been established. 
Paclitaxel assay method is linear, and presents specific and repeatability. The 
incorporation of paclitaxel in the SLN and NLC did not change its size average 
(± 200 nm), as well as the zeta potential and morphology. The SLN and NLC showed no 
differences in the efficacy of incorporation (about 50%). As stability regards, the NLC have 
proven more stable than the SLN to incorporate the paclitaxel for at least 30 days. 
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As células normais de um ser humano coexistem em perfeita harmonia citológica, 
histológica e funcional. De acordo com a sua morfologia e função, as células 
organizam-se em tecidos e estes em órgãos. Muitas células do organismo humano 
dividem-se e crescem (ciclo celular) a fim de repovoar tecidos e órgãos (por exemplo, 
camada basal da pele e as células que compõe a camada epitelial dos intestinos) e 
manter a saúde do organismo [1].  
Tendo em consideração que ocorrem cerca de 1012 divisões diárias, este processo, 
bem como a morte celular programada, apoptose, são cuidadosamente controlados por 
mecanismos moleculares. Apesar de todos os mecanismos de regulação, podem ocorrer 
erros que levam a um crescimento celular descontrolado, dando origem a uma massa 
celular anormal, designada de tumor [1, 2]. Este resulta da alteração da expressão de 
proto-oncogenes, envolvidos na indução da proliferação celular e diferenciação, e de 
genes supressores tumorais, envolvidos na produção de sinais inibitórios do crescimento 
celular e/ou que estimulam a apoptose. Assim, os proto-oncogenes são ativados, quando 
deveriam estar inativos, e os genes supressores de tumores são expressos 
incorretamente ou até nem se chegam a expressar. A alteração da expressão destes 
genes deve-se a danos no ADN, devido a mutações que podem ser espontâneas, devido 
a erros na sua replicação, ou devido a agentes carcinogénicos exógenos, como algumas 
substâncias químicas (por exemplo alguns dos componentes do tabaco), agentes 
infeciosos, radiação ionizante e radiação ultravioleta [1-4]. 
 
Os tumores podem ser classificados em benignos e malignos, consoante a sua 
capacidade de se disseminarem para outros tecidos. Os tumores benignos, não são 
detentores da capacidade de propagação para outros tecidos, sendo, geralmente, 
removíveis por cirurgia. Os tumores malignos, ao contrário dos benignos são designados 
por cancro. Possuem a capacidade de invadir e danificar os tecidos/órgãos adjacentes e 
ainda atingirem tecidos/órgãos mais distantes por atingirem a circulação sanguínea ou o 
sistema linfático, originando assim metástases [3, 5].  
O cancro leva à morte de milhões de pessoas em todo o mundo (Figura 1). De 
acordo com os dados obtidos pelo projeto GLOBOCAN em 2012, Organização Mundial 
de Saúde (OMS), existiram 14,1 milhões de novos casos de cancro, 8,2 milhões mortes e 
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32,6 milhões de pessoas vivem com esta doença (em 5 anos de diagnóstico) e é 
expectável que o número de novos casos de cancro anuais aumente para 22 milhões nos 
próximos 20 anos [6, 7].   
 
 
Figura 1: Mapa do mundo demonstrando a mortalidade devida ao cancro em ambos os 
sexos [8].  
Existem mais de 100 tipos diferentes de cancro e a maior parte deles são 
denominados de acordo com o órgão ou tipo de célula onde têm origem [5].   
1.1.1 Glioma 
O sistema nervoso central (SNC) é constituído pelo encéfalo e pela medula espinal. 
O encéfalo é o centro do controlo do corpo e a espinal medula é um veículo de 
transmissão de informação, leva informação a todos os órgãos do corpo, enviada pelo 
encéfalo e transmite a este a informação recolhida nos vários órgãos. Estes são 
constituídos por dois grupos celulares, neurónios e células da glia. Os neurónios são a 
unidade básica do sistema nervoso e as células da glia protegem, nutrem e dão suporte 
aos neurónios. No grande grupo de células gliais, existem os astrócitos, os 
oligodendrócitos, as células ependimárias e a microglia [9]. 
Os gliomas resultam de um crescimento descontrolado das células gliais e 
constituem cerca de metade de todos os tumores cerebrais malignos. A classificação 
OMS divide os gliomas conforme o grau de malignidade, sendo o grau I e II de baixa 
malignidade e o III e IV de elevada malignidade, sendo estes últimos os mais prevalentes 
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(cerca de 75%) [10, 11]. O glioblastoma é o glioma mais frequente, de grau IV [12, 13] e 
constitui cerca de 33% dos tumores cerebrais, o que faz com que tenham alta relevância 
clínica [14].  
São vários os anticancerígenos que atingem o SNC em quantidades insignificantes, 
devido essencialmente, à presença da Barreira hematoencefálica (BHE) (descrita com 
pormenor mais adiante). O Paclitaxel é um desses fármacos e apesar de ser utilizado no 
tratamento de inúmeros cancros, a sua principal formulação (Taxol®) apresenta inúmeras 
desvantagens nesse tipo de tratamento para o qual se encontra indicado. 
3.2. Paclitaxel 
1.1.2 Considerações gerais 
O Paclitaxel (PTX) foi isolado por volta de 1960 da casca da árvore do teixo do 
Pacífico, Taxus brevifolia, em 1969 foi obtido na sua forma pura e em 1971 foi publicada 
a sua estrutura (Figura 2) [15-19].  
 
Figura 2: Estrutura química do paclitaxel (ChemBioDraw 13.0, ChemACX.com). 
O PTX tem o seguinte nome químico 4,10-Diacetato de 2-benzoato 13- [(2R,3S) -3 
(benzoílamino)-2-hidroxi-3-fenilpropanoato] de 5-β,20-epoxi-1,7-β-di-hidroxi-9-oxotax-11-
eno-2-α,4,10-β,13-β-tetraílo, a fórmula molecular C47H51NO14  e massa molecular de 
853,9 Da. Tem um ponto de fusão 216 - 217ºC e logP de 3 [15, 18, 20-23]. 
O PTX é um composto diterpenóide que contém um anel taxano como núcleo 
(Figura 3), sendo o primeiro da família dos taxanos a ser testado em ensaios clínicos e a 
ser aceite pela Food and Drug Administration (FDA) [18, 24]. Tem o código ATC L01CD, 
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utilizado no tratamento de vários cancros como o do ovário, mama, pulmão, cólon, 
bexiga, esófago, cabeça e pescoço, mieloma múltiplo e sarcoma de Kaposi [24, 26-28]. A 
ação anticancerígena deste fármaco prende-se principalmente na presença da cadeia 
lateral sob a forma de éster (localizada no carbono 13 do anel taxano), o grupo benzoílo 
(C2) e o anel oxetano (C4 e C5, anel D - Figura 2) [27].  
 
O PTX é um composto diterpenóide que contém um anel taxano como núcleo 
(Figura 3), sendo o primeiro da família dos taxanos a ser testado em ensaios clínicos e a 
ser aceite pela Food and Drug Administration (FDA) [18, 24]. O PTX é utilizado no 
tratamento de vários cancros como o do ovário, mama, pulmão, cólon, bexiga, esófago, 
cabeça e pescoço, mieloma múltiplo e sarcoma de Kaposi [24, 26-28]. A ação 
anticancerígena deste fármaco prende-se principalmente na presença da cadeia lateral 
sob a forma de éster (localizada no carbono 13 do anel taxano), o grupo benzoílo (C2) e 
o anel oxetano (C4 e C5, anel D - Figura 2) [27].  
 
Figura 3: Estrutura química do esqueleto do taxano. Adaptado [18]. 
O PTX apresenta-se como um pó cristalino de cor branca, altamente lipófilo, 
praticamente insolúvel em água (0,03 mg/mL) e não possui grupos funcionais que 
possam ser ionizados, por alteração do pH, a fim de aumentar a solubilidade [20, 27]. É 
um fármaco pertencente à classe IV, segundo o Sistema de Classificação 
Biofarmacêutica (BSC) [21, 22, 29]. O BSC classifica os fármacos tendo em conta dois 
parâmetros, solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, que são fundamentais para 
determinar a biodisponibilidade oral (Tabela 1) [30-32]. A classe IV define-se como a 
classe que caracteriza os fármacos com baixa solubilidade e baixa permeabilidade, 
sendo por isso difícil a administração do PTX por via oral [33]. 
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Tabela 1: Exemplo de fármacos classificados segundo o Sistema de Classificação 
Biofarmacêutica [31]. 
Classe Solubilidade Permeabilidade Exemplos 
I Alta Alta Propranolol 
II Baixa Alta Carbamezapina 
III Alta Baixa Captopril 
IV Baixa Baixa Paclitaxel 
1.1.3 Farmacocinética 
A farmacocinética é a área que estuda o que acontece a uma substância após a 
sua administração, envolve o estudo das cinéticas de absorção, distribuição, 
metabolização e excreção do fármaco. A farmacocinética de um fármaco pode ser linear 
ou não linear [34]. As diferenças encontram-se listadas na Tabela 2. 
Tabela 2: Diferenças entre uma farmacocinética linear e uma não linear [34]. 
Farmacocinética linear Farmacocinética não linear 
Independente da dose ou da concentração 
do fármaco 
Dependente da dose ou da concentração 
do fármaco 
A absorção, distribuição e eliminação do 
fármaco seguem uma cinética de 1ª ordem 
Pelo menos um dos processos 
farmacocinéticos (absorção, distribuição ou 
eliminação) é saturável 
Todos os parâmetros farmacocinéticos, 
depuração, volume de distribuição e tempo 
de semivida, são constantes e 
independentes da concentração do 
fármaco 
Pelo menos um dos parâmetros 
farmacocinéticos é dependente da 
concentração do fármaco 
A alteração na dosagem provoca uma 
alteração proporcional na concentração do 
fármaco 
A alteração na dosagem provoca uma 
alteração desproporcional na concentração 
do fármaco 
 
O perfil farmacocinético do PTX é considerado não linear [35] (Figura 4). Com o 
aumento da dose, há um aumento da concentração máxima plasmática (Cmax) e AUC, e 
uma diminuição da depuração e do volume de distribuição e tal facto sugere uma 
farmacocinética não linear quando o tempo de administração é de 3 h [36]. Na Figura 4 
pode-se ver o decréscimo inicial acentuado, que representa a eliminação do fármaco e a 
distribuição do mesmo para compartimentos periféricos e a fase seguinte é devida, em 
parte, ao efluxo lento do PTX para compartimentos periféricos [37].  
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Em termos clínicos, a importância deste perfil não linear é que o aumento da dose 
pode levar a um aumento desproporcional da toxicidade, e ao invés, a redução da dose 
pode afetar a sua eficácia [20, 38-40].  
 
 
Figura 4: Farmacocinética plasmática do paclitaxel. 
A administração do PTX é feita com uma dosagem de 135 ou 175 mg/m2 sob a 
forma de perfusão intravenosa com duração de 3 h ou 24 h, a cada 3 semanas [20, 41]. 
Uma vez na corrente sanguínea, cerca de 95% do PTX liga-se rápida e extensivamente à 
albumina sérica [18, 37, 38, 42], ficando apenas cerca de 5% sob a forma livre no plasma 
[37]. A distribuição é feita para todos os tecidos do corpo, apresentando um grande 
volume de distribuição, cerca de 55 L/m2, sendo contudo a penetração no SNC 
praticamente insignificante [28, 38]. O PTX sofre extenso metabolismo hepático, mediado 
pelas enzimas do citocromo P450 [28, 41]. Grande parte do PTX é eliminado nas fezes e 
menos de 10% é excretada, na sua forma inalterada, na urina, indicando que grande 
parte da depuração do PTX é fecal e não renal [18, 43].  
1.1.4 Mecanismo de ação 
O mecanismo de ação do PTX foi descoberto em 1979 [44] e envolve o bloqueio do 
ciclo celular na fase G2/M por estabilização dos microtúbulos [45]. Os microtúbulos são 
estruturas cilíndricas resultado da polimerização dos heterodímeros das subunidades α e 
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fase G2 e na prófase da mitose, do ciclo celular. A principal função dos microtúbulos é a 
formação do fuso mitótico durante a divisão celular, e para além disso, são necessários 
para manter a estrutura celular, mobilidade e movimento citoplasmático no interior da 
célula. Os microtúbulos encontram-se em equilíbrio dinâmico com as subunidades da 
tubulina, com crescimento rápido preferencial na extremidade (+) e lento na extremidade 
(-) (Figura 5) [35]. 
 
Figura 5: Equilíbrio dinâmico dos microtúbulos. Adaptado de [46]. 
A cadeia lateral posicionada no C13 da molécula de taxano é a porção ativa do 
PTX, uma vez que se liga aos microtúbulos, mais concretamente, aos aminoácidos 
N-terminal da subunidade β da tubulina [35, 47, 48].  
Estudos recentes, demonstraram que a baixas concentrações (concentrações 
inferiores a 1 nM), o PTX inibe a despolimerização dos microtúbulos, ao passo que, a 
doses elevadas, aumenta o número e a massa dos microtúbulos, aumentando assim a 
estabilidade dos microtúbulos e também tornando-os não funcionais [49, 50].  
O PTX consegue promover a morte celular por mecanismos distintos, dependente 
da concentração do PTX. Para concentrações superiores ou iguais a 9 nM, o PTX induz a 
ativação da Raf-1 (proteína de sinalização intracelular responsável pelo controlo 
apoptótico); para concentrações inferiores a 9 nM, a indução da apoptose ocorre sob 
influência das proteínas p53 e p21 [51-55]. 
O PTX, quando administrado semanalmente, apresenta forte atividade inibitória 
angiogénica [56, 57]. Também tem sido reportada, a indução da formação de espécies 
reativas de oxigénio (ROS) e o aumento da produção de peróxido de hidrogénio resultado 
da atividade aumentada da NADPH oxidase. O aumento das ROS e de radicais livres 
contribui para o stress oxidativo, que parece potenciar o efeito anticancerígeno do PTX 
[58, 59]. Os mecanismos de ação do PTX estão sumariados na Figura 6. 
Polimerização
Despolimerização





Figura 6: Mecanismo de ação do paclitaxel. Adaptado de [35]. 
1.1.5 Formulações comercializadas 
A primeira formulação clinicamente disponível do PTX foi o Taxol®. Foi aprovado 
pela FDA em 1992 para o tratamento do cancro dos ovários e em 1994 para o tratamento 
do cancro avançado da mama [35]. Surge após várias investigações para escolher o 
melhor veículo atendendo à principal limitação do PTX, que era a baixa solubilidade em 
meio aquoso [27]. O Taxol® é formulado numa mistura orgânica (50/50, v/v) de 
Chremophor EL (CrEL) (óleo de rícino polietoxilado) e etanol diidratado [15-18, 60], para 
administração intravenosa e apresenta uma baixa biodisponibilidade (6,5%) [61]. O PTX 
tem efeitos secundários graves como reações de hipersensibilidade severas, 
nefrotoxicidade, cardiotoxicidade, e neurotoxicidade [16, 17, 62]. Apesar do CrEL ter sido 
o excipiente escolhido, a sua presença numa formulação para administração intravenosa 
provoca reações de hipersensibilidade graves e neurotoxicidade [29, 63] e para além 
disso, altera o perfil farmacocinético do PTX [19, 64, 65]. O tratamento com Taxol® requer 
o uso de pré-medicação, a fim de prevenir as reações de hipersensibilidade, causadas 
essencialmente pelo CrEL [19] e assim os pacientes são pré-medicados com 
corticosteroides, como a dexametasona, antagonistas do recetor H1 da histamina, como 
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Face a todos estes problemas, a investigação farmacêutica dedicou-se à descoberta de 
novas formulações, isentas de CrEL. 
 
O Abraxane™ foi uma alternativa ao Taxol®. Desenvolvido pela Abraxis Bioscience, 
foi o primeiro produto da tecnologia NAB (nanoparticles albumin bound), em que o veículo 
é a albumina, a ser aprovado pela FDA, em 2005 e está indicado como monoterapia para 
o tratamento da mama [66]. O Abraxane™ apresenta-se sob a forma de pó, resultado da 
liofilização de nanopartículas (NPs) de PTX ligadas à albumina (aproximadamente 
130 nm de diâmetro [67, 68]) (Figura 7), sendo a sua administração por via intravenosa, 
após reconstituição. Após a administração, as NPs dissociam-se rapidamente e o 
complexo PTX-albumina passa a ter aproximadamente 10 nm de diâmetro [69]. 
  
Figura 7: Representação ilustrativa das NPs de albumina contendo PTX (Abraxane™). 
Adaptado de [66]. 
As NPs são preparadas por homogeneização a alta pressão do PTX na presença 
de 3 - 4% de albumina sérica humana [70]. Nos ensaios clínicos de fase III, 
demonstrou-se que o Abraxane™ apresenta maior eficácia e segurança relativamente ao 
Taxol®, para além disso não necessita de pré-medicação [71]. Por exemplo, a 
administração intravenosa de uma dose de 70 mg/Kg de Abraxane™ não provoca 
toxicidade, ao passo que menos de metade da dose de Taxol® (30 mg/Kg) provoca.  
Para além destas duas formulações que já se encontram no mercado, muitas 




Tabela 3: Exemplos de sistemas de vectorização contendo paclitaxel em 
desenvolvimento. 
Vetor Nome 
comercial Indicação Estado Referência 
Lipossomas 
LEP-ETU Cancro do pâncreas Fase II [72, 73] 
EndoTAG®-1 
Cancro da mama HER2-
negativo 
Fase II [72, 74] 
Micelas 
Genexol®-PM 
Cancro da mama, 
pulmão, pâncreas 
Fase II [75, 76] 
NK105 
Cancro do estômago Fase II [77, 78] 
Cancro da mama Fase III [77] 
Complexo  
polímero - fármaco 
Opaxio® Tumores sólidos Fase III [79, 80] 
Taxoprexin 
Cancro do pâncreas e 
melanoma 
Fase III [81, 82] 
 
A solução para os problemas relacionados com o PTX e os demais fármacos 
antineoplásicos, passa pela vetorização, tendo as NPs dado ao longo destes anos provas 
de serem um potencial vetor. 
3.3. Nanopartículas 
O desenvolvimento de novos fármacos, hoje em dia, é insuficiente para assegurar 
progressos nas terapias. Durante o desenvolvimento farmacêutico alguns estudos in vitro 
revelam resultados bastantes satisfatórios, contudo muitos desses fármacos estudados 
falham em ensaios in vivo. Motivos como a baixa solubilidade do fármaco em meio 
aquoso, a baixa concentração de fármaco no organismo devido ao elevado metabolismo, 
elevada toxicidade dada a elevada distribuição por órgãos e tecidos e até mesmo a sua 
baixa solubilidade na formulação justificam as falhas de muitos fármacos em ensaios 
clínicos [83, 84]. 
A área superficial de uma partícula está diretamente relacionada com o seu 
tamanho e com a capacidade de dissolução em meio aquoso. Quanto mais pequena for 
uma partícula maior será a sua área superficial, como consequência maior será o 
contacto com o meio que a rodeia [85]. Uma vez que a baixa solubilidade dos fármacos, 
em meio aquoso, é apontada como um fator limitante no desenvolvimento de novos 
medicamentos, a possibilidade de incorporar o fármaco dentro de partículas de tamanho 
reduzido (na ordem de grandeza dos nanómetros), seria uma possível solução [86], 
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surgindo assim uma forte investigação em nanopartículas. As NPs são partículas 
coloidais com diâmetro entre 1 nm a 1 μm (Figura 8) ou outras dimensões (mais 
restritas), dependendo dos autores [87-89] e podem ser constituídas por vários materiais 
como polímeros, lípidos, metais, macromoléculas, etc. [90]. 
 
Figura 8: Ilustração do tamanho de diferentes partículas, realçando o tamanho das 
nanopartículas (amarelo). 
As NPs são alvo de inúmera e diversificada investigação em diversas áreas como a 
saúde humana, entre outras, devido à sua capacidade de vetorizar uma grande variedade 
de fármacos em doses ideais, resultando num efeito terapêutico elevado, efeitos 
colaterais baixos e maior adesão do paciente à terapêutica [91].  
1.1.6 Nanopartículas lipídicas 
1.1.6.1 Nanopartículas lipídicas sólidas 
As nanopartículas lipídicas sólidas (SLN) foram desenvolvidas no início dos anos 90 
do seculo passado como uma alternativa aos lipossomas, às emulsões e às NPs 
poliméricas. São definidas como um sistema de partículas lipídicas sólidas coloidais com 
um diâmetro que varia entre os 50 e 1000 nm [92]. 
As SLN são formadas por lípidos sólidos (lípidos que à temperatura ambiente se 
encontram no estado sólido) biocompatíveis e biodegradáveis dispersos numa solução 
aquosa contendo um agente tensioativo (que promove a estabilidade física do sistema). 
Dependendo do tipo e concentração do lípido utilizado, a percentagem de agente 
tensioativo varia entre 0,5 a 5%. O poloxâmero 188, polissorbato 80, lecitina, di-estearato 
de poliglicerol metilglucose, cocoanfoacetato de sódio ou ésteres de sacarose de ácidos 
1 Å 1 nm 10 nm 100 nm 1 mm 10 mm 100 mm
vírus
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gordos são muito utilizados como agentes tensioativos na preparação de SLN [93]. Os 
lípidos utilizados nas SLN são triglicéridos (trimiristina), misturas de glicerídeos (Witepsol® 
E85) ou ésteres (palmitato de cetilo) [89, 94]. 
As SLN apresentam vantagens relativamente a outros nano-sistemas, 
nomeadamente em relação às NPs poliméricas por apresentarem menor toxicidade e 
relativamente às emulsões devido à maior facilidade de controlar a libertação do fármaco 
[95]. No entanto, também apresentam algumas desvantagens como a baixa capacidade 
de carga de fármaco, o facto da dispersão de NPs apresentar elevado conteúdo em água 
(70 a 99,9%) e a possibilidade de ocorrer a expulsão do fármaco, durante o 
armazenamento. A capacidade de carga depende essencialmente dos seguintes fatores: 
solubilidade do fármaco no lípido fundido, estrutura da matriz lipídica e estado polimórfico 
da mesma [84]. 
Segundo   ller e seus colaboradores [96] as substâncias ativas podem ser 
vetorizadas nas SLN de três formas distintas como representado na Figura 9. 
 
Figura 9: Formas de incorporação da substância ativa nas SLN. Adaptado de [85]. 
As SLN tipo I representam um modelo que é caracterizado por uma matriz 
homogénea visto que a substância ativa se encontra molecularmente dispersa no lípido. 
Devido à sua estrutura, as SLN tipo I são indicados para modificar o perfil de libertação 
das substâncias ativas [96, 97]. O modelo das SLN tipo II traduz uma parede externa rica 
em fármaco que envolve um núcleo lipídico. Ao contrário do modelo anterior, este não 
permite alterar o perfil de libertação do fármaco uma vez que este se encontra na 
superfície da NP. No entanto, pode ser utilizado para preparar SLN destinadas a 
administração tópica, visando aumentar a biodisponibilidade do fármaco [97]. O modelo 
das SLN tipo III é oposto ao das SLN tipo II, uma vez que neste a substância ativa é que 
precipita em primeiro lugar e não o lípido, e portanto temos um núcleo constituído por 
substância ativa, rodeado por uma parede lipídica. Este tipo de SLN forma-se nos casos 
em que durante a preparação pela HAP a quente, a quantidade de fármaco encontra-se 
TIPO I TIPO II TIPO III
Tensioativo Lípido sólido Fármaco
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solubilizada no lípido, na sua concentração de saturação, ou próximo desta. Este modelo 
é útil para obter uma libertação modificada da substância ativa definida pela lei de difusão 
de Fick [96, 97]. 
1.1.6.2 Vetores lipídicos nano-estruturados 
Anos mais tarde, surgiram os vetores lipídicos nano-estruturados (NLC), que 
constituem a segunda geração de nanopartículas lipídicas e têm como objetivo minimizar 
as desvantagens associadas às SLN. As NLC diferem das SLN, essencialmente, por 
possuírem uma matriz nanoestruturada imperfeita cujo objetivo é aumentar a capacidade 
de encapsulação de fármacos e prevenir a sua expulsão do interior das nanopartículas 
durante o armazenamento, conferindo maior flexibilidade para modular a sua libertação 
(Figura 10b) [83, 85]. 
 
Figura 10: Diferenças entre a estrutura lipídica cristalina “praticamente perfeita” das SLN 
(a) e a estrutura lipídica com bastantes imperfeições das NLC (b). Adaptado de [85]. 
A nível de constituintes, as NLC diferem das SLN uma vez que possuem uma 
mistura de lípidos sólidos e líquidos. É esta diferença de constituintes que justifica a 
estrutura de cada uma delas, uma vez que apenas com lípidos sólidos as NPs 
apresentam uma estrutura lipídica muito organizada (Figura 10a). 
Tal como acontece com as SLN, também as NLC têm três modelos teóricos que 
descrevem a estrutura e a incorporação das substâncias ativas (Figura 11).  
A B
Fármaco
Lípido sólido Lípido líquido 
Tensioativo
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Figura 11: Modelos teóricos para a descrição da estrutura e modo de incorporação do 
fármaco nas NLC.  
As NLC do tipo I, ou modelo de cristal imperfeito, apresentam uma estrutura lipídica 
desorganizada que permite uma elevada incorporação de substância ativa. Este modelo 
é obtido quando se misturam lípidos sólidos com pequenas quantidades de lípidos 
líquidos. A incapacidade da matriz de organizar-se de forma perfeita deve-se ao facto dos 
lípidos que a constituem terem cadeias de ácidos gordos de diferentes tamanhos e à 
mistura de mono, di e triglicerídeos. As NLC do tipo II são definidas pelo modelo amorfo, 
e é obtido quando se misturam certos lípidos (por exemplo: miristato de isopropilo ou 
adipato de dibutilo), que não recristalizam depois da homogeneização, durante o 
arrefecimento da nanoemulsão. Estes lípidos originam NPs que apresentam uma menor 
probabilidade de expulsar a substância ativa durante o armazenamento devido à sua 
estrutura amorfa. As NLC tipo III traduzem um modelo múltiplo, e podem ser comparadas 
às emulsões múltiplas do tipo água em óleo em água (A/O/A). Este tipo de NLC é obtido 
por mistura de lípidos sólidos com lípidos líquidos, numa proporção tal que a solubilidade 
das moléculas do lípido líquido no lípido sólido seja ultrapassada, levando à separação 
de fases e à formação de pequenos nanocompartimentos de lípido líquido no meio da 
matriz lipídica sólida. A maior parte das substâncias ativas lipófilas têm maior solubilidade 
em lípidos líquidos do que nos sólidos, e por isso a incorporação deste tipo de 
substâncias pode ser aumentada mediante a utilização deste tipo de NLC [97, 98]. 
1.3.1. As NPs no tratamento do glioma 
O tratamento convencional para o glioma inclui a quimioterapia, radioterapia e a 
cirurgia, tal como para os outros cancros [99, 100]. Contudo quer a radioterapia quer a 
Fármaco
Lípido sólido Lípido líquido 
Tensioativo
TIPO I TIPO II TIPO III
      2 
Pág. 15 
quimioterapia não surtem os efeitos desejáveis em termos de sobrevivência e resposta 
ao tratamento [101]. Problemas como neurotoxicidade, falta de especificidade, pouca 
acumulação de fármaco nos tumores e efeitos secundários graves, limitam o uso do 
tratamento convencional. Estes problemas são comuns ao tratamento de outros tumores, 
contudo a terapêutica para o glioma apresenta um problema adicional: a passagem dos 
fármacos pela BHE [102, 103]. 
A BHE é uma estrutura dinâmica, complexa e específica que separa o sistema 
circulatório do SNC (Figura 12) [104]. Esta barreira protege o cérebro das substâncias 
nocivas e ao mesmo tempo fornece-lhe os nutrientes necessários para o seu 
funcionamento [105]. Apesar da BHE ser constituída essencialmente por células 
endoteliais, outras células como os pericitos, astrócitos e células neuronais também 
fazem parte da BHE [106]. As células endoteliais que compõem a BHE são diferentes das 
restantes do organismo uma vez que não possuem fenestras, apresentam baixa atividade 
pinocítica e estão intimamente ligadas por junções que, constituem a primeira linha de 
controlo a todas as substâncias que entram no SNC [107, 108]. Os dois grandes objetivos 
desta barreira são a homeostasia cerebral e a neuroprotecção, sendo este último 
apontado como o principal objetivo [104, 105, 109]. A passagem de substâncias pela 
BHE é um processo bastante seletivo e depende de certos fatores como, a massa 
molecular, a lipofilicidade e a conformação das substâncias [105, 110, 111]. 
 
Figura 12: Representação esquemática, ilustrando a organização estrutural básica da 
BHE. Adaptado de [104]. 
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Perante esta dificuldade dos fármacos conseguirem atravessar a BHE, a procura de 
soluções foi crescente, uma vez que, a taxa de sobrevivência dos pacientes com glioma é 
muito baixa. Perante os fatores que determinam se uma substância atravessa ou não a 
BHE, as NPs foram alvo de inúmeros estudos [112-114]. Estas possuem inúmeras 
vantagens para aplicação terapêutica, tais como a capacidade de melhorar as 
propriedades farmacêuticas e farmacológicas dos fármacos, sem a necessidade de 
alterar a molécula do fármaco; elevada eficácia terapêutica resultante da libertação 
direcionada dos fármacos às células ou aos tecidos específicos; libertação dos fármacos 
através de várias barreiras biológicas, incluindo a epitelial e a endotelial; libertação de 
fármacos para os locais de ação intracelulares; capacidade de libertação de múltiplos 
tipos de fármacos com propriedades físico-químicas diferentes [115]. Para além de todas 
estas vantagens, as NPs podem usufruir das características de um tumor. A 
vascularização dos tumores é heterogénea, tendo regiões de necrose ou hemorragias, 
assim como regiões em que são densamente vascularizadas a fim de sustentar o 
adequado abastecimento dos nutrientes e do oxigénio para o rápido crescimento do 
tecido tumoral (angiogénese) [116]. O endotélio dos vasos sanguíneos tumorais, 
apresenta fenestras bastante maiores (400 a 700 nm) do que os normais (5 a 7 nm) 
[117]. Para além desta propriedade, o sistema de drenagem linfática é disfuncional nos 
tumores, o que resulta numa maior retenção de fluidos no interstício tumoral. Estas 
características são responsáveis por uma acumulação de NPs no tecido tumoral 100 
vezes superior à no tecido normal (Figura 13) chamado efeito EPR (Enhanced 
permeability and retention effect) [118]. Este efeito é de elevada importância, uma vez 
que é graças a ele que as NPs têm este impacto tão grande na área do cancro.  
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Figura 13: Permeabilidade e retenção aumentada (Efeito EPR) e transporte passivo. 
Adaptado de [119]. 
Face à dificuldade da terapêutica para o glioblastoma, às características de um 
tumor e às potenciais vantagens do uso das NPs para veicular fármacos, a investigação 
farmacêutica dedicou-se fortemente a estudar alternativas. Inúmeros estudos foram 
publicados sobre NPs para o tratamento do glioma [112, 120-130]. Contudo ainda 
existem poucos estudos com o PTX para o tratamento do glioma usando as NPs como 
vetor [131-134]. 
3.4. Objetivo do trabalho 
Devido à importância de contornar os problemas associados ao paclitaxel e a 
dificuldade de atingir o sucesso na terapêutica do glioma, encontrar uma formulação 
farmacêutica que contorne estes problemas é deveras importante. Assim, o objetivo 
principal deste trabalho foi desenvolver nanopartículas lipídicas com paclitaxel para o 
tratamento do glioma. Assim diferentes métodos de produção (homogeneização a alta 
velocidade e a alta pressão), diferentes tipos de nanopartículas (SLN ou NLC), diferentes 
concentrações de lípidos sólidos (5 e 10 %) e diferentes velocidades de homogeneização 
(8000 e 13500 rpm) foram testados. 
 
      1.4. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.5. Material e reagentes 
Para a formação das NPs o PTX foi adquirido à MEC-Medchem Express, o 
palmitato de cetilo foi fornecido gratuitamente pela Gattefossé, o Miglyol 812 foi adquirido 
à Acofarma, assim como o Tween® 80 (monoleato de polioxietilenossorbitano). Nos 
ensaios de HPLC, foi utilizado metanol (HiPerSolv CHROMANORM), VWR e água ultra 
pura, obtida no laboratório pelo sistema Direct-Q® Ultrapure Water Systems, Millipore. 
3.6. Métodos 
2.1.1 Doseamento do paclitaxel 
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) é um método de análise 
quantitativa e é amplamente utilizado para analisar formulações farmacêuticas, fluidos 
biológicos, polímeros naturais e sintéticos, resíduos ambientais, entre outros. Um sistema 
de HPLC é composto, essencialmente por quatro componentes fundamentais: uma 
bomba, um sistema de injeção, uma coluna e um detetor, todos conectados em série. A 
separação cromatográfica das substâncias que compõe a amostra é baseada na 
interação e partição diferencial entre a fase móvel e a fase estacionária contidas na 
coluna cromatográfica. 
A fase móvel é líquida e passa sob elevada pressão através da coluna, em aço 
inox com um diâmetro interno de 2-5 mm, empacotada com partículas (geralmente de 
sílica) de tamanho micrométrico (fase estacionária), para eluir a amostra. 
Consequentemente, cada soluto é eluído sequencialmente de acordo com a interação 
que tem com a coluna. Solutos com pouca interação são os primeiros a ser eluídos e 
solutos que interajam fortemente com a coluna ficaram retidos mais tempo e por 
conseguinte vão ser eluídos mais tarde. A alta pressão com que passa a fase móvel na 
coluna, permite análises mais rápidas e o uso de colunas constituídas por micropartículas 
permite uma elevada eficiência na separação [135, 136].  
Os compostos eluídos são transportados pela fase móvel até ao detetor e são 
registados como sinais (picos). A representação destes sinais em função do tempo em 
que eles foram detetados, constitui o cromatograma (Figura 14). Os picos presentes no 






Para uma análise qualitativa o parâmetro tempo de retenção é fundamental. O 
tempo de retenção (tR) é o tempo entre a injeção da amostra e o registo de um pico e 
corresponde ao somatório do tempo morto (t0) e do tempo de retenção ajustado (t’R). O t0 
é definido como tempo necessário para a fase móvel passar pela coluna, sendo 
considerado como o tempo de resistência da fase móvel. O t’R é o tempo de resistência 
da fase estacionária e varia de composto para composto. A partir destes tempos é 
possível calcular um outro parâmetro útil deste método, o fator de retenção (k’). Este fator 
é independente do comprimento da coluna e do fluxo da fase móvel, e representa o rácio 
dos tempos retidos do composto na fase estacionária e na fase móvel (Equação 1). O 
seu valor deve estar compreendido entre 1 e 10, sendo que a ICH Guideline recomenda 
que seja superior a 2 [136]. 
 





     
  
  Equação 1: Fator de retenção 
 
Para uma análise quantitativa, os parâmetros área e altura do pico são 
fundamentais. A curva de calibração é obtida através dos valores de área ou altura do 
pico em função de concentrações rigorosamente conhecidas [136].  
 
 
Figura 14: Cromatograma e suas características. tR - tempo de retenção; t0 - tempo morto; 
t’R - tempo de retenção ajustado; l - largura do pico; A - altura do pico. Adaptado de [136]. 
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O mecanismo de fase reversa é o mecanismo de separação mais utilizado e 
caracteriza-se por a fase estacionária ser menos polar do que a fase móvel. Este 
mecanismo baseia-se na partilha de eletrões entre as nuvens eletrónicas das cadeias 
moleculares da fase estacionária e da substância a separar. Apresenta como uma grande 
vantagem, o facto de ser económico, uma vez que um dos solventes é a água, e esta é 
considerada o solvente base [136, 137]. A coluna C18, cujo grupo funcional é octadecil, é 
muito utilizada neste mecanismo e está indicada para a análise de fármacos, sendo a 
utilizada neste trabalho [138, 139].  
A validação de um método envolve a avaliação de certos parâmetros, como a 
exatidão, precisão, especificidade, limite de deteção, limite de quantificação, linearidade e 
amplitude (as definições destes conceitos encontram-se no glossário). Para validar o 
doseamento de uma substância por HPLC, normalmente, a exatidão, precisão 
(repetibilidade, precisão intermédia e reprodutibilidade), especificidade, linearidade e 
amplitude são os parâmetros estudados. No presente trabalho, a especificidade, a 
precisão e a linearidade foram os parâmetros estudados. 
 
A solução de PTX foi preparada por dissolução do PTX numa mistura de 
metanol/água ultra pura, numa proporção de 80%:20%, apresentando uma concentração 
de 20 μg/mL. Foram testados dois parâmetros cromatográficos, a percentagem dos 
eluentes e o volume de injeção. Os eluentes selecionados para o doseamento do PTX 
foram o metanol e água, com base num trabalho publicado [140]. Os volumes de injeção 
testados foram: 10 μL, 20 μL, 30 μL e 40 μL, sendo o de 30 μL, o volume de injeção 
escolhido (ver resultados). As proporções dos eluentes, 80:20 % (v/v), 85:15 % (v/v) e 
75:25 % (v/v), foram testadas a fim de otimizar o doseamento, sendo a proporção 80/20 a 
escolhida (ver resultados). Para cada parâmetro testado, a amostra foi injetada 3 vezes. 
As condições cromatográficas do doseamento do PTX estabelecidas encontram-se 
listadas na Tabela 4. 
Tabela 4: Condições cromatográficas para o doseamento do PTX. 
Volume de injeção 30 μL 
Fluxo 1,0 mL/min 
Comprimento de onda de deteção 230 nm 
Eluentes metanol: água; 80:20 (v/v) 
Temperatura 25°C 
Tempo de corrida 7 min 
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O doseamento do PTX foi feito pelo método de fase reversa utilizando o 
equipamento Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX e a coluna Mediterranea sea 18 
(diâmetro das partículas internas: 3 μm; dimensões: 10 x 0,46 cm), Teknokroma (Figura 
15). Os cromatogramas foram adquiridos pelo programa informático Chromeleon, versão 
6.80. A eluição usado foi isocrática, utilizando o metanol e a água ultra pura como 
eluentes (Tabela 4). 
 
 
Figura 15: Aparelho de HPLC, Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX e coluna 
Mediterranea sea 18 (3 μm 10x 0,46), Teknokroma. 
A avaliação da linearidade consiste no estabelecimento de uma relação diretamente 
proporcional entre a concentração de fármaco (neste caso) e a área do pico, o que 
matemática e graficamente se traduz numa curva de calibração. Para a preparação da 
curva de calibração foram feitas três soluções stock independentes com uma 
concentração de 60 μg/mL de PTX. Os padrões preparados tinham as seguintes 
concentrações: 1,2 μg/mL, 1,6 μg/mL, 2,4 μg/mL, 2,7 μg/mL, 3 μg/mL, 3,3 μg/mL e 
3,6 μg/mL. Os padrões foram injetados por ordem crescente de concentração e cada 
padrão foi injetado quatro vezes.  
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2.1.2 Preparação das nanopartículas  
A preparação das NPs pode ser geralmente descrita em três etapas: incorporação 
do fármaco ou composto bioativo, divisão em partículas de pequenas dimensões e a 
estabilização das partículas formadas na fase anterior, por processos químicos ou físicos 
[141-143]. A incorporação do fármaco é feita maioritariamente por dissolução, fusão ou 
emulsificação. A divisão em partículas mais pequenas pode ser feita por emulsificação, 
atomização e moldagem. Por fim, a estabilização das partículas pode ser feita por 
evaporação, extração, difusão e substituição do solvente adição de um agente 
salting-out, coacervação, gelificação, etc. (Figura 16). A escolha do método depende das 
características físico-químicas do fármaco a incorporar nas NPs e da aplicação destinada 
às NPs [144].  
 
Figura 16: Esquema resumido das etapas de preparação das nanopartículas. 
O fármaco foi dissolvido no lípido sólido, ou mistura de lípidos, as NPs 
formaram-se por emulsificação da fase lipídica na fase aquosa e por fim as NPS foram 
estabilizadas por solidificação (arrefecimento rápido da dispersão obtida). As NPs foram 
preparadas por dois métodos, a fim de escolher o melhor para encapsular o fármaco e 
prosseguir com os ensaios. As formulações testadas (sem PTX) foram as mesmas para 
ambos os métodos, estando na Tabela 5 as fórmulas das NPs. As percentagens dos 
componentes das NPs, foram escolhidas com base em trabalhos prévios realizados no 
Laboratório de Tecnologia Farmacêuticas, Departamento de Ciências do Medicamento da 
Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto, sendo as condições de preparação 




















adaptadas dos mesmos [145-147]. O lípido sólido usado foi o palmitato de cetilo, o lípido 
líquido foi o Miglyol 812 e o agente tensioativo foi o polissorbato 80 (Tween® 80), 
referenciado como um bom tensioativo para direcionamento ao cérebro [148, 149]. Após 
escolher o método e as percentagens dos componentes para prosseguir os ensaios, o 
PTX foi incorporado na formulação numa percentagem de 0,1%. 
Tabela 5: Formulações das NPs. 
 SLN 5% SLN 10% NLC 5% NLC 10% 
Lípido Sólido 0,5 g 1 g 0,3 g 0,7 g 
Lípido Liquido ------- ------- 0,2 g 0,3 g 
Tensioativo 0,2 g 0,4 g 0,2 g 0,4 g 
Água qb 10 g qb 10 g qb 10 g qb 10 g 
 
2.1.2.1 Método da homogeneização a alta velocidade 
O método da homogeneização é bastante utilizado na preparação de NPs [146, 
147, 150]. O lípido sólido, o tensioativo e o lípido líquido (para a preparação das NLC) 
foram pesados num tubo de centrífuga e colocados em banho de água, que se 
encontrava a 70°C. A água ultra pura (Direct-Q® Ultrapure Water Systems, Millipore) foi 
também pesada num tubo de centrífuga e colocada no mesmo banho de água. Após 
ambas as fases atingirem os 70°C, a água foi transferida para a mistura de lípido (s) e 
tensioativo. De seguida, procedeu-se à homogeneização da preparação a elevada 
velocidade no ultra turrax T 25 (IKA Labortechnik) a 13500 rpm durante 30 s. A 
pré-emulsão obtida foi submetida a homogeneização de alta velocidade (Modelo Vibro 
Cell VCX 130, sonda de 6 mm, Sonics & Materials) durante 2 min com uma amplitude de 
80% (Figura 17). Por fim, a emulsão foi arrefecida em água corrente para que haja uma 
solidificação rápida das NPs. A dispersão de NPs obtida foi armazenada à temperatura 
de 4°C.  
.2. .  
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Figura 17: Homogeneizador de alta velocidade (Vibro Cell VCX 130, Sonics & Materials). 
2.1.2.2 Método da homogeneização a alta pressão a quente 
A técnica da homogeneização a alta pressão (HAP) foi desenvolvida por   ller e 
Lucks em 1996 [151]. Esta técnica permitiu resolver alguns problemas apontados na 
produção de outro tipo de NPs (como as NPs poliméricas), como a dificuldade de 
transposição de escala, etc. Além disso, apresenta outras vantagens como a obtenção de 
dispersões de NPs relativamente homogéneas, onde se reflete uma maior estabilidade 
física da dispersão coloidal, simplicidade de execução e rentabilidade do processo [89, 
152]. Os homogeneizadores de alta pressão forçam a amostra a passar num orifício curto 
e estreito (com poucos micrómetros) a uma pressão elevada (100 - 2000 bar). Assim, a 
amostra fica sujeita a uma elevada tensão de corte e forças de cavitação que resultam na 
redução do tamanho das partículas contidas na amostra [94].  
O procedimento para a preparação das NPs pelo método da HAP a quente foi 
igual ao método dos ultrassons, até à etapa da homogeneização de alta velocidade, 
sendo que nesta foram testados duas velocidades 8000 rpm e 13500 rpm. Após esta 
homogeneização, a pré – emulsão obtida foi colocado no homogeneizador (High 
Pressure Homogenizer SPCH-10, Stansted Fluid Power) e sujeita a uma pressão de 
aproximadamente 1500 bar (Figura 18). Todo o sistema por onde passa a amostra 
encontrava-se a 70°C, devido a um banho externo que regulava a temperatura do 
sistema. A amostra foi sujeita à mesma pressão 3 vezes, isto é, foram feitos 3 ciclos [94, 
153]. O arrefecimento das NPs constitui também o último passo da preparação e foi feito 




Figura 18: High Pressure Homogenizer SPCH-10, Stansted Fluid Power. 
2.1.3 Caracterização físico-química das nanopartículas 
2.1.3.1 Tamanho de partícula 
A determinação do tamanho das NPs foi realizada por dois métodos diferentes: 
difração laser (LD- Laser Diffraction, Malvern Mastersizer 3000, Malvern Instrument) e 
dispersão dinâmica da luz (DLS- Dynamic Light Scattering, ZetaPALS, Brookhaven 
Instruments, Holtsville) (Figura 19). 
 
 
Figura 19: Malvern Mastersizer 3000, Malvern Instrument (à esquerda) e ZetaPALS, 
Brookhaven Instruments, Holtsville, NY(à direita). 
.2.  
.2. .  
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2.1.3.1.1 Dispersão dinâmica da luz 
A DLS é uma técnica analítica usada para a medição de partículas numa gama de 
tamanho de poucos nm a 3 μm, sendo indicada para a medição de NPs. Um feixe de luz 
(normalmente laser) incide na amostra, e a intensidade da luz dispersa, num determinado 
ângulo, é medida em função do tempo (Figura 20). A taxa de conversão da intensidade 
da luz dispersa depende dos movimentos brownianos [154, 155]. Todas as partículas 
numa dispersão apresentam esse tipo de movimentos, que se caracterizam pelo 
movimento aleatório dessas partículas, causado pelos choques das moléculas do 
solvente com as partículas dispersas. Partículas menores têm uma maior taxa de difusão 
no solvente, movem-se mais rapidamente e tem uma maior variação de intensidade da 
luz dispersa. Em suma, a DLS determina o diâmetro médio das partículas, pelas 
flutuações da intensidade da luz dispersa em função do tempo. A análise da DLS estima 
também um outro parâmetro, índice de polidispersão (IP), que descreve a amplitude da 
distribuição do tamanho da partícula. O IP varia entre 0 e 1, sendo considerado que os 
valores de IP abaixo de 0,25 demonstram que a amostra é monodispersa [145, 156-158]. 
 
Figura 20: Diagrama esquemático do mecanismo da determinação do tamanho de 
partícula por DLS [155]. 
Cada amostra de NPs foi diluída numa proporção de 1:1000 com água ultra pura e 
colocada numa cuvete para medição. Por cada amostra, o diâmetro médio (z-average) e 











Brookhaven Instruments – Zeta Pals Particle Sizing e expressos em média ± desvio 
padrão. 
2.1.3.1.2 Difração laser 
A difração laser é baseada na incidência de luz monocromática, proveniente de 
um laser, nas partículas que compõe a amostra ocorrendo a difração (Figura 21). Esta 
técnica mede o tamanho de partículas numa gama superior (0,01 a 3500 μm) à da 
técnica anterior, o que se torna vantajoso pois permite detetar se na amostra existem 
partículas de maiores dimensões. Mede as distribuições de tamanho das partículas por 
medição da variação angular na intensidade da luz difundida, à medida que um feixe de 
laser interage com as partículas dispersas da amostra. Assim, partículas grandes 
dispersam a luz em pequenos ângulos em relação ao feixe de laser e partículas 
pequenas dispersam a luz em ângulos grandes. Os sinais do fluxo de luz recebidos pelo 
fotodetetor são convertidos em corrente elétrica, que é digitalizada e processada em 
dados de distribuição de tamanho, com base na teoria da difusão da luz de Mie. O 
tamanho das partículas é indicado como o diâmetro de uma esfera de volume equivalente 
[155].  
 
Figura 21: Diagrama esquemático do mecanismo da determinação do tamanho de 
partícula por LD [155]. 
As condições utilizadas para a determinação do tamanho de partícula, por 
difração laser encontram-se na Tabela 6 e foram definidas no início da experiência. A 
amostra foi sendo adicionada a um gobelé contendo água até atingir um intervalo de 
obscuração, que variava de 5 a 10%. Por cada amostra, o aparelho fez 5 leituras do 
tamanho das partículas e apresentou a média e o desvio padrão. O resultado traduz-se 









valores, Dv10, Dv50 e Dv 90 (percentil 10, percentil 50 e percentil 90). Estes valores dão 
a informação de que 10%, 50% e 90%, respetivamente, das partículas apresentam um 
tamanho abaixo desse valor. 
Tabela 6: Condições do método da difração laser. 
Partícula Lípido 
Índice de Refração da partícula 1,1 
Índice de Absorção da partícula 0,01 
Dispersante Água 
Índice de Refração do dispersante 1,33 
Modelo Modelo de Mie 
2.1.3.2 Potencial zeta 
O potencial zeta (PZ) é uma propriedade física, presente em qualquer partícula 
em dispersão e reflete o potencial elétrico da superfície das partículas, o qual é 
influenciado pelas alterações na interface com o meio dispersante. Estas alterações 
podem consistir na dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou na 
adsorção de espécies iónicas presentes no meio aquoso de dispersão [159, 160].  
O PZ dá uma indicação da estabilidade do sistema coloidal. Quando as partículas 
em suspensão têm um PZ elevado (negativo ou positivo), há a tendência para 
prevalecerem forças de repulsão, ou seja, as partículas tendem a repelirem-se. Assim, a 
tendência para as partículas se aglomerarem é reduzida e a estabilidade da dispersão é 
elevada. Geralmente considera-se como limites os valores -30 mV e +30 mV, isto é, uma 
dispersão em que as partículas apresentem um potencial zeta superior a +30 mV e 
inferior a -30 mV é considerada estável (em valor absoluto > 30) [160, 161]. 
A amostra foi colocada numa cuvete, onde é inserido um elétrodo e a medição foi 
feita 6 vezes, pelo mesmo aparelho da DLS, mas com um programa informático diferente, 
BIC PALS Zeta Potencial Analyzer. Os resultados são expressos em média ± desvio 
padrão. 
2.1.3.3 Morfologia das nanopartículas 
A morfologia das NPs foi analisada por microscopia eletrónica de varrimento 
criogénica (Cryo SEM – Cryogenic Scanning Electron Microscopy).  
A SEM é uma técnica que permite a observação e caracterização de amostras no 
estado sólido, devido à sua elevada resolução (escala nanométrica a micrométrica) [162]. 
.2. .  
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Basicamente, esta técnica consiste na incidência de um feixe de eletrões finamente 
focado na área a analisar. À medida que este feixe atinge a amostra, os eletrões e fotões, 
presentes nos elementos da superfície da amostra, são emitidos. A intensidade com que 
os fotões e eletrões são emitidos é utilizada para formar a imagem, ou seja, a imagem é 
dependente da interação entre o feixe de eletrões e a amostra [162, 163]. 
A Cryo SEM é uma extensão da SEM devido à impossibilidade desta última 
determinar a microestrutura de amostras líquidas. Assim, uma amostra sujeita a 
Cryo SEM necessita de uma preparação inicial. Antes de submeter à análise de SEM, a 
amostra é congelada e este processo de arrefecimento deve ser rápido para reduzir a 
distorção morfológica da amostra. A montagem e a transferência da amostra, após 
fixação térmica, devem ser feitas sob vácuo, uma vez que o contacto com a atmosfera 
pode resultar em humidade na amostra [164, 165]. 
A análise foi realizada utilizando o Microscópio Eletrónico de Varrimento de alta 
resolução, com Microanálise por Raios X e sistema para observação de amostras a baixa 
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500), no 
Laboratório de Microscopia Eletrónica de Varrimento e Microanálise por Raios X  do 
Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP). 
As amostras foram previamente diluídas, numa proporção de 1:50 (SLN) ou de 
1:25 (NLC). Foram rapidamente arrefecidas (mergulhada em azoto líquido) e transferidas, 
em vácuo, para a câmara de preparação de amostra com a platina arrefecida. 
Posteriormente, foram fraturadas, sublimadas durante 120 s a -90°C, e revestidas com 
Au/Pd, por pulverização iónica, durante 35 s e com uma corrente elétrica de 12 mA. As 
amostras foram depois transferidas para a câmara do SEM e a observação foi feita a uma 
temperatura de -150°C. 
2.1.4 Eficácia de incorporação do paclitaxel 
A separação da fração de substância ativa livre da incorporada nas NPs é uma 
etapa fulcral para a determinação da eficácia de incorporação. A ultracentrifugação é uma 
técnica bastante recorrente para a separação das frações [166]. Após a centrifugação, a 
concentração de substância ativa livre é avaliada no sobrenadante. A concentração total 
é geralmente determinada pela completa dissolução das nanopartículas em suspensão, 
num solvente adequado. A concentração de substância ativa incorporada é calculada 
pela diferença das anteriores [81]. Este método de determinação da quantidade de 
fármaco incorporada é indireto uma vez que não se determina diretamente a 
concentração de fármaco que se encontra incorporado, mas sim a diferença entre a 
concentração total e a do fármaco livre. A principal desvantagem deste método reside no 
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facto de não considerar a hipótese do fármaco ter precipitado (formação de cristais), ou 
seja, não se encontrar nem nas NPs nem na dispersão. O método direto constitui uma 
alternativa ao indireto, uma vez que ultrapassa a principal desvantagem deste. A 
dispersão das NPs obtida é diluída e filtrada a fim do fármaco não incorporado ser 
removido e restar apenas as NPs. De seguida, promove-se a libertação do fármaco das 
NPs por adição de metanol [167]. O método direto foi o método escolhido para determinar 
a eficácia de incorporação. 
 
As dispersões de NPs (SLN com PTX e NLC com PTX, ambas em triplicado) 
recém-produzidas são diluídas em água ultra pura numa proporção de 1:5. As amostras 
diluídas são filtradas, por um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 μm (Minisart®) para 
rejeitar o PTX não incorporado. De seguida procede-se à diluição com metanol numa 
proporção de 1:20 e posterior agitação manual, para que haja a libertação do PTX que se 
encontrava incorporado nas NPs. A mistura obtida é centrifugada (5000 rpm durante 15 
min) (Thermo SCIENTIFIC HERAEUS) e o sobrenadante é filtrado (filtro PTFE de 
0,45 μm, OlimPeak®) para obtermos uma solução de PTX (corresponde ao fármaco que 
estava incorporado nas NPs). As amostras obtidas são diluídas com uma solução de 
metanol/água (80/20) numa proporção de 1:3 e avaliadas por HPLC, em que cada 
amostra foi injetada três vezes. A análise por HPLC das amostras foi feita nas mesmas 
condições do doseamento do PTX. Por extrapolação da reta obtida na curva de 
calibração, obtém-se a concentração de PTX real. A concentração teórica do PTX é 
calculada tendo em conta a quantidade de PTX colocado aquando da produção das NPs 
e as diluições efetuadas ao longo do procedimento para a determinação da eficácia de 
incorporação. Sendo assim, a eficácia de incorporação (EI) é calculada através da 
seguinte fórmula (adaptado de [168]): 
 
      
                                   
                                             
      Equação 2 
 
2.1.5 Calorimetria diferencial de varrimento 
A calorimetria diferencial de varrimento (DSC - Differential Scanning Calorimetry) é 
uma técnica de análise térmica usada para medir a energia calorífica absorvida/libertada 
durante o aquecimento/arrefecimento de uma substância ou uma mistura, em relação a 
uma amostra de referência. A medição dessa energia fornece dados qualitativos e 
quantitativos nos processos endotérmicos (absorção de energia calorífica) e exotérmicos 
(libertação de energia calorífica), permitindo inferir se existiram ou não alterações das 
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propriedades físicas e/ou químicas. A fusão é típica de um processo endotérmico e a 
cristalização é identificada como um processo exotérmico [169-175]. 
O aparelho utilizado neste trabalho foi o DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH (Figura 22), 
constituído por um duplo forno com duas posições, uma para o cadinho da amostra a 
analisar e outra para o cadinho de referência, que normalmente se encontra vazio. O 
resultado da análise traduz-se num termograma, sendo a determinação dos parâmetros 
(entalpia e temperatura de início de fusão) feita com o programa informático NETZSCH 
Proteus Thermal Analysis. A entalpia corresponde à área do pico, obtida por integração 
deste. O índice de recristalização (IR) é um parâmetro frequentemente avaliado para 
comparar a cristalinidade entre as formulações e é calculado com base na ΔH da 
formulação. 
 
Figura 22: Aparelho de DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH. 
As formulações foram colocadas na estufa a 37° C durante ± 24h, para eliminação 
da água. As amostras (matérias-primas e formulações) foram pesadas num cadinho de 
alumínio, que foi posteriormente fechado e colocado no forno. As amostras foram 
submetidas a um programa de temperatura entre -40°C a 270°C, a uma taxa de 
aquecimento de 10°C/min. O IR foi determinado utilizando a seguinte fórmula: 
 
       
                                        
                                                                       
 Equação 3: 
2.1.6 Estabilidade 
A avaliação da estabilidade de uma formulação é algo de extremamente essencial. 
É importante que ao longo do tempo, a formulação não apresente, por exemplo, 
fenómenos de agregação de partículas. O tamanho das partículas (por ambas as 
2
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técnicas) e o potencial zeta foram avaliados no tempo 0, 30, 60 e 90 dias. A eficácia de 
incorporação foi avaliada no tempo 0 e 30 dias e o polimorfismo dos lípidos presentes 
nas NPs foram avaliados por DSC ao tempo 0, 15 dias e 60 dias. O tempo 0 corresponde 
ao dia da preparação das NPs. 
2.1.7 Análise estatística 
Os resultados foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste paramétrico, 
t-student ou ANOVA quando se tratava de duas amostras ou mais, respetivamente, após 
a confirmação de normalidade e homogeneidade da variância com os testes de 
Shapiro-Wilk e Levene. Diferenças entre mais de dois grupos foram comparadas 
utilizando um teste post hoc (Tukey HSD). As amostras foram analisadas usando um 
nível de significância de 95% (α= 0,05). Todas as análises estatísticas foram realizadas 
com o programa informático SPSS (v 21.0; IBM, Armonk). 
.2.  
Pág. 33 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.7. Doseamento do Paclitaxel 
O doseamento do PTX foi feito recorrendo à cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC). Para o doseamento de uma substância por HPLC, é necessário definir 
determinadas condições, como os eluentes, a sua percentagem, o volume de injeção, o 
comprimento de onda de deteção, o fluxo da fase móvel, o tipo de coluna, etc. Numa 
primeira abordagem, algumas das condições foram adotadas apenas em função do que 
está escrito na literatura, outras foram exploradas a fim de otimizar o método descrito. O 
tipo de coluna (C18), o fluxo e os eluentes da fase móvel foram escolhidos com base na 
literatura [140]. A percentagem dos eluentes, o volume de injeção e o comprimento de 
onda de deteção foram estudados com vista a alcançar as melhores condições para o 
doseamento do PTX. 
O volume de injeção é uma das condições a definir num método de doseamento 
por HPLC. Foram testados 4 volumes diferentes e os resultados encontram-se registados 
na Tabela 7. Como referido no capítulo 2, o volume de injeção adotado foi 30 μL. A 
decisão foi tomada com base no coeficiente de variação reduzido que este volume de 
injeção apresenta em praticamente todos os parâmetros (tempo de retenção, área, altura 
e pratos teóricos), ao contrário dos outros volumes de injeção.  
1
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Tabela 7: Registo da média e coeficiente de variação (c.v.) dos parâmetros 
cromatográficos (tempo de retenção - tr, área, altura, pratos teóricos e simetria) para 
diferentes volumes de injeção (10, 20, 30 e 40 μL). Fase móvel 80/20% (v/v) 
(metanol/água).  
  
Volume de injeção (μL) 
10 20 30 40 
tr 
Média 2,61 2,61 2,61 2,61 
c.v. 0,19% 0,07% 0,09% 0% 
Área 
Média 3,59 7,77 11,75 15,87 
c.v. 4,97% 2,87% 0,86% 1,09% 
Altura 
Média 27,98 47,06 55,45 58,14 
c.v. 4,06% 1,25% 0,75% 0,33% 
Pratos Teóricos 
Média 2767,67 1579,33 898,33 512 
c.v. 2,76% 4,43% 0,46% 1,89% 
Simetria 
Média 1,26 1,26 1,13 0,95 
c.v. 1,21% 0,92% 1,85% 3,20% 
k' 
Média 1,18 1,18 1,17 1,18 
c.v. 0,49% 0% 0,49% 0% 
 
Uma outra condição estudada foi a percentagem de metanol na fase móvel. Foram 
testadas 3 percentagens, 75%, 80% e 85% e o critério para a escolha da percentagem foi 
o valor de k’. O valor de k’ deve ser, pelo menos, superior a 1. Assim, a percentagem 
85% não é aceitável uma vez que o valor de k’ é inferior a 1. A escolha pela percentagem 
de metanol de 80% prendeu-se no facto de diminuir os tempos de corrida e 
consequentemente o gasto de eluentes (Figura 23).  
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Figura 23: Representação gráfica do fator de retenção em função da percentagem de 
metanol da fase móvel. 
Para além de estar documentado na literatura o comprimento de onda de deteção, 
foi feito um espetro de absorção de uma solução de PTX (em metanol/água, 80:20) a fim 
de confirmar com o da literatura. A amostra (solução de PTX) foi analisada por 
espetrofotometria no intervalo de comprimento de onda de 200 a 400 nm. O espetro 
obtido (Figura 24) mostra que há um pico por volta dos 230 nm o que está de acordo com 



























Figura 24: Espetro de absorção do paclitaxel.  
Após as condições cromatográficas estarem definidas, foi obtido o cromatograma 
(Figura 25), sendo o passo seguinte avaliar alguns parâmetros da validação do método 
de doseamento do PTX pela HPLC.  
 
Figura 25: Cromatograma do Paclitaxel. 
A validação de um método analítico, requer o estudo de vários parâmetros, como 
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especificidade, linearidade, a amplitude, etc., dependendo do objetivo do método [176]. 
Neste estudo para o doseamento do PTX não foi possível avaliar todos os parâmetros 
devidos, pelo que o método de doseamento do PTX não foi totalmente validado. Assim foi 
avaliada a especificidade, a precisão e a linearidade do método e indicada uma gama de 
trabalho. 
A seletividade é definida como a capacidade de determinar um analito na 
presença de outras substâncias suscetíveis de estarem presentes na amostra, como 
impurezas, etc. Para avaliar este parâmetro, foi analisado o pico do PTX, em 3 pontos, no 
cromatograma. Ao analisar estes 3 pontos, verifica-se que os 3 espetros são 
praticamente sobrepostos (Figura 26), o que indica que este pico é realmente apenas de 
uma substância, não havendo interferência de outras. Para além disso, a sobreposição 
dos espetros é similar ao espetro obtido por espetrofotometria.  
 
Figura 26: Representação gráfica do cromatograma do PTX evidenciando 3 pontos 
distintos do seu pico e dos espetros de absorção em cada ponto.  
A precisão é a medida de proximidade dos valores, uns em relação aos outros para 
um certo número de determinações nas mesmas condições analíticas. Pode ser 
considerada a 3 níveis: repetibilidade, precisão intermédia e reprodutibilidade. A 
repetibilidade (Tabela 8) foi estudada.  
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Média ± C.V. 
Conc. PTX (μg/mL) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 
2,7 2,060 2,054 2,061 2,061 ± 0,3% 
3,3 2,554 2,535 2,549 2,553 ± 0,7% 
3,6 2,785 2,777 2,782 2,781 ± 0,1% 
 
A precisão foi avaliada para 3 concentrações de PTX, 1,8; 2,7; e 3,3 μg/mL e os 
resultados expressos em média ± coeficiente de variação. O critério para averiguar a 
precisão é o valor do coeficiente de variação. O método do doseamento do PTX 
apresenta repetibilidade, uma vez que o coeficiente de variação é baixo (inferior a 1%). 
 
A linearidade é um parâmetro bastante útil, uma vez que garante proporcionalidade 
entre o parâmetro analisado (exemplo: área) e a concentração da amostra. A curva de 
calibração permite determinar a concentração do analito presente na amostra, por 
interpolação de resultados obtidos com padrões de concentrações conhecidas. A curva 
de calibração foi obtida através da média de 3 curvas padrão, em que cada uma é 
formada por 5 pontos, área do pico de PTX em função da concentração (1,8; 2,4; 2,7; 3,3 
e 3,6 μg/mL) (Figura 27) por regressão linear simples, utilizando o Método dos 
Quadrados Mínimos. Foi obtido o coeficiente de determinação (R2) de 0,9974 e o valor de 
soma do quadrado dos desvios (SQD) de 0,0044. Estes valores são indicativos da 
presença de linearidade na amplitude testada, uma vez que refletem a elevada 
proximidade entre os pontos obtidos experimentalmente e os pontos teóricos obtido a 
partir da equação da reta, y= 0,9146 x – 0,2393. Na Figura 28, está representado o 
gráfico dos desvios em relação aos pontos teóricos que mostra que estes são reduzidos 
e dispostos aleatoriamente. O fator resposta (Figura 29), obtido pela razão entre a 
resposta do detetor do HPLC (área) e a respetiva concentração de cada padrão, está 
situado entre os ± 10%. Assim, na amplitude testada é possível determinar a 
concentração de uma solução de PTX, através da equação da reta. 
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Figura 27: Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da 
reta: y= 0,9146 x - 0,2393; R2= 0,9974 e SQD=0,0044. Esta curva de calibração foi obtida 
a partir da média de 3 curvas independentes. 
 







































Figura 29: Representação gráfica da resposta do detetor em função da concentração. 
3.8. Caracterização das Nanopartículas 
3.1.1 Tamanho de partícula 
O tamanho das partículas é um dos aspetos mais importantes para a sua utilização 
na terapêutica. Partículas com um tamanho entre os 100 e 500 nm têm sido reportadas 
como as NPs com maior potencial para a terapêutica, uma vez que permanecem mais 
tempo na circulação sanguínea. As partículas com tamanho inferior a 100 nm são 
rapidamente eliminadas pela excreção renal e as partículas com mais de 500 nm são 
rapidamente fagocitadas pelas células do sistema fagocitário mononuclear. As NPs para 
o tratamento do glioma devem possuir um tamanho entre os 100 e os 200 nm, porque se 
mantêm mais tempo em circulação, logo estão mais tempo em contacto com a BHE. 
Estando mais tempo em contacto com a BHE, as NPs ser captadas pelas células 
endoteliais ou libertarem o fármaco e este atingir o cérebro [177]. 
Numa primeira fase, foram estudadas algumas condições, como a percentagem de 
lípido, a velocidade de homogeneização e o método de preparação, de forma a atingir 
uma formulação e um método para dar continuidade ao trabalho (Tabela 9). Apesar deste 
pequeno desenvolvimento da formulação, a preparação das NPs foi baseada em estudos 
já publicados [145, 148].Todas as condições foram avaliadas quer para as SLN quer para 
































Tabela 9: Condições estudadas para a preparação de NPs. 
Quantidade de lípido (%) 
5 
10 
Velocidade de homogeneização (rpm) 
8000 
13500 




Em primeiro lugar, foi selecionado o método de preparação e a percentagem de 
lípido, com base no diâmetro mediano das NPs obtidas. Para isso, todas as NPs 
preparadas foram submetidas a uma velocidade de homogeneização (ultra turrax) de 
13500 rpm. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 30. 
 
Figura 30: Diâmetro mediano das NPs lipídicas preparadas por dois métodos distintos 
(HAV – Homogeneização a alta velocidade; HAP- homogeneização a alta pressão), a 
duas percentagens de lípido e a 13500 rpm de homogeneização.  
As NPs preparadas com 10% de lípido no método HAV apresentam tamanhos 
superiores às obtidas em outras condições. Assim, as NPs lipídicas com 5% de lípido 




p= 0,033 p= 0,048 p= 0,048
Pág. 42 
SLN obtidas por HAV apresentavam um diâmetro mediano superior (estatisticamente 
significativo) às restantes NPs com 5% de lípido (Figura 31). Assim, foi selecionada a 
HAP como o método de preparação das NPs deste trabalho. Corroborando os resultados 
obtidos neste trabalho, a HAP está descrita na literatura como um método vantajoso 
relativamente aos restantes, uma vez que apresenta facilidade de transposição de 
escala, permite a obtenção de dispersões de NPs relativamente homogéneas. Estas 
vantagens refletem uma maior estabilidade física da dispersão coloidal, simplicidade de 
execução e rentabilidade do processo [89, 152]. Não obstante, a HAV apresenta uma 
maior probabilidade de produzir micropartículas e libertar contaminantes metálicos para a 
amostra [84]. 
 
Figura 31: Diâmetro mediano das NPs lipídicas preparadas por dois métodos distintos 
(HAV – Homogeneização a alta velocidade; HAP- homogeneização a alta pressão), com 
5% de lípido e a 13500 rpm de velocidade de homogeneização.  
Por último, foi testada a condição da velocidade de homogeneização. Não houve 
diferenças significativas para o diâmetro mediano das NPs (SLN e NLC) quando estas 
foram preparadas com uma velocidade de homogeneização de 13500 ou 8000 rpm 
(Figura 32). Não havendo diferenças em termos de tamanho de NPs, a velocidade 
adotada foi de 8000 rpm, por ser menor e por consequente não submeter a amostra a 
uma tensão de corte tão elevada. 
HAV HAP
p= 0,004 p= 0,002 p= 0,004
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Figura 32: Diâmetro mediano das NPs lipídicas preparadas com duas velocidades de 
homogeneização diferentes, com 5% de lípido e por HAP (homogeneização a alta 
pressão).  
Após a escolha das condições da preparação e a formulação, foram preparadas 
SLN e NLC com 0,1% de PTX. O tamanho destas formulações foi avaliado por dois 
métodos (DLS e LD). 
Com a análise por LD, o tamanho mediano das SLN e NLC não aumenta na 
presença de PTX (Figura 33 e Figura 34). Os resultados foram satisfatórios, uma vez que 
o tamanho das NPs não é diferente quando encapsulam o fármaco. Contudo, 
apresentaram um tamanho mediano médio superior a 200 nm, o que poderá ser um 
problema no caso do direcionamento a tumores [15, 178, 179].  
13500 rpm 8000 rpm
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Figura 33: Tamanho mediano das SLN e SLN contendo PTX, determinado pela técnica 
de LD. p= 0,099. 
 
Figura 34: Tamanho mediano das NLC e NLC contendo PTX, determinado pela técnica 
de LD. p= 0,120. 
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A análise por DLS, permitiu também verificar que a encapsulação do fármaco nas 
NPs não alterou o seu diâmetro médio (Figura 35 e Figura 36). Esta técnica permite 
inferir se a amostra é mono ou polidispersa através do valor de IP. As SLN e NLC com e 
sem PTX, apresentaram um IP inferior a 0,25, SLN (0,118 ± 0,062), SLN-PTX (0,176 ± 
0,026), NLC (0,151 ± 0,046), NLC-PTX (0,145 ± 0,029), sendo consideradas 
monodispersas. Ao contrário das NPs analisadas por LD, as NPs analisadas por DLS 
apresentaram um diâmetro inferior a 200 nm, o que possibilita o direcionamento a 
tumores. Contudo, a DLS é uma técnica de análise de tamanho de partícula mais limitada 
do que a LD, uma vez que não deteta partículas com diâmetro superior a 3 μm, o que 
pode inviabilizar os resultados. 
 
Figura 35: Diâmetro médio das SLN e SLN contendo PTX, determinado pela técnica de 
DLS. p= 0,197. 
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Figura 36: Diâmetro médio das NLC e NLC contendo PTX, determinado pela técnica de 
DLS. p= 0,580. 
3.1.2 Potencial zeta 
O PZ dá uma indicação da estabilidade do sistema coloidal. Quando as partículas 
em suspensão têm um PZ elevado (negativo ou positivo), há a tendência para 
prevalecerem forças de repulsão, evitando a agregação das partículas [160]. Todas as 
formulações apresentaram um PZ negativo e elevado, -40,6 ± 2,7 mV (SLN 
vazias), -32,0± 5,9 (SLN-PTX), -40,5 ± 2,4 mV (NLC vazias), -35,2 ± 8,4 mV (NLC-PTX). 
Estes resultados, por serem negativos e elevados, indicam que estas NPs são indicadas 
para o tratamento do glioma [180]. Uma outra vantagem das NPs apresentarem carga 
negativa é serem menos tóxicas e mais estáveis do que as NPs carregadas 
positivamente [181]. 
3.1.3 Morfologia das partículas 
As NPs caracterizam-se por serem partículas de dimensões nanométricas e 
esféricas. A morfologia foi avaliada por Crio-SEM, uma vez que a amostra se encontrava 
no estado líquido. Os resultados obtidos revelam que a morfologia das NPs é idêntica nas 
4 formulações. As NPs não apresentaram um aspeto esférico perfeito, contudo o 






Figura 37:Imagens das NPs obtidas por CrioSEM. A- SLN vazias, B- SLN-PTX, C- 
NLC vazias e D- NLC- PTX.  
3.9. Eficácia de incorporação do paclitaxel 
A EI do PTX nas SLN (51% ± 0,078) e NLC (55% ± 0,13) não apresentou 
diferenças estatisticamente significativas como pode ser visto pelo valor de p = 0,699 
(Figura 38). Estes valores, relativamente baixos, podem ser justificados pela não 
dissolução total do fármaco na mistura lipídica durante a preparação e pelo método 
(direto) utilizado para determinar a EI do PTX. O método direto implica mais perdas do 
que o indireto, contudo o indireto apresenta uma desvantagem, que é o facto de não ter 
em conta a quantidade de fármaco que poderá precipitar. A otimização do método da 
determinação da EI e/ou a utilização de lípidos onde o PTX de dissolvesse poderiam 






Figura 38: Eficácia de incorporação do PTX nas SLN e NLC. p= 0,699. 
3.10. DSC 
O início do ponto de fusão (Onset) das SLN (com e sem PTX) é ligeiramente 
superior ao do palmitato de cetilo, contudo, são diferenças que no máximo correspondem 
a 1°C (Tabela 12, Figura 39 e Figura 40). Estas diferenças podem ser justificadas tendo 
em conta a integração manual feita para obter o valor de onset. Seria espectável que o 
onset das SLN fosse inferior ao do palmitato de cetilo, devido à presença do polissorbato 
80. Relativamente às NLC, o seu onset é inferior ao do palmitato de cetilo e os resultados 
podem ser justificados pela presença do Miglyol 812 e do polissorbato 80 (Tabela 10, 
Figura 41 e Figura 42) [83]. Também as NLC apresentam um onset inferior ao das SLN, 
sendo a justificação também devido à presença do Miglyol 812. O pico do PTX, referente 
à fusão, não aparece no termograma das SLN e NLC. Este facto pode ser justificado pela 
dissolução do PTX nos lípidos ou pela pequena quantidade de PTX analisada na amostra 
das NPs.  
As NLC-PTX apresentaram um IR inferior à das SLN-PTX (Tabela 10), o que vai de 
encontro com a literatura [182]. Uma estrutura lipídica bastante organizada apresenta 
uma menor capacidade de incorporação de fármaco [182], ou seja, uma menor EI. 
Contudo, os resultados da EI nas SLN e NLC não demonstraram diferenças, não 
reforçando assim os resultados do IR. Contudo, apesar da EI das NLC ter sido superior à 
das SLN, esta diferença não foi significativa. No entanto, convém ressaltar que o n.º de 
.4. 
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amostras utilizado neste estudo foi relativamente baixo (n=3), logo a repetição do ensaio, 
usando um número superior de amostras independentes e réplicas é desejável.  
Tabela 10: Registo dos parâmetros (início do ponto de fusão, entalpia e índice de 
recristalização) da análise da DSC, das matérias-primas e formulações. 
 
Onset (°C) Entalpia (J/g) IR (%) 
Palmitato de Cetilo 49,1 -176,3 - 
Miglyol 812 -10,3 -22,58 - 
Tween 80 -20,7 - - 
Paclitaxel 138,3 -53,15 - 
SLN 50,1 -156,1 88,5 
SLN-PTX 49,8 -164,6 93,4 
NLC 
A -8,6 -84,3 - 
B 45,5 -161,6 91,7 
NLC-PTX 
A -8,8 -100,3 - 
B 44,6 -139,9 79,3 
 
 
Figura 39: Termograma das SLN e seus constituintes. 









Figura 40: Termograma das SLN-PTX e seus constituintes. 
 
Figura 41: Termograma das NLC e dos seus constituintes.  
 















































A estabilidade de uma formulação é assegurada com a inalteração das suas 
características físico-químicas, como o tamanho, potencial zeta, IR e a EI ao longo do 
tempo. Estes parâmetros foram estudados ao longo de tempos diferentes para as 
formulações, SLN e NLC com e sem fármaco. O tamanho (avaliado por LD e DLS) e 
potencial zeta foi determinado no dia da preparação das NPs (dia 0), após 30, 60 e 90 
dias. O IR foi determinado no dia 0, 15 e 60, e a EI foi determinada no dia 0 e 30. 
O diâmetro médio, determinado por DLS, das SLN com e sem fármaco não sofreu 
alterações ao longo do tempo analisado (Figura 43 e Figura 44, respetivamente). 
Relativamente ao diâmetro médio das NLC, apenas as que não tinham PTX é que ao fim 
de 90 dias aumentaram de tamanho (Figura 45). O diâmetro médio das NLC com PTX 
não sofreu alterações ao longo do tempo (Figura 46).  
 






Figura 44: Diâmetro médio das SLN com PTX ao longo do tempo, determinado por DLS. 
p> 0,05. 
 




Figura 46: Diâmetro médio das NLC-PTX no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por DLS. p> 
0,05. 
 
Por análise de LD, as SLN sem PTX, ao fim de 30 dias diminuíram 
significativamente o seu tamanho, sendo que, ao fim de 60 dias apresentavam o tamanho 
original, mantendo-o até ao 90º dia (Figura 47). As SLN com PTX, também diminuíram de 
tamanho ao fim de 30 dias e adquiriram o tamanho inicial ao fim de 60 dias, contudo, 
após 90 dias apresentavam um tamanho significativamente superior ao que tinham no dia 
da preparação (Figura 48). Relativamente às NLC sem PTX, o seu diâmetro mediano 
aumentou significativamente até ao 60º dia, contudo, do 60ºdia para o 90º dia, o diâmetro 
mediano das NLC diminui (Figura 49). As NLC com PTX, mantiveram o seu tamanho até 
ao 60º dia, apresentando, 90 dias após a preparação, um tamanho superior ao dos outros 
dias de análise (Figura 50). 
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Figura 47: Diâmetro mediano das SLN no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.  
 







Figura 49: Diâmetro mediano das NLC no dia 0, 30, 60 e 90, determinado por LD.  
 







As duas técnicas utilizadas para a determinação do tamanho das NPs não 
apresentaram resultados concordantes. Este facto pode ser justificado pelo fundamento 
do método de cada uma ser diferente bem como a gama de tamanhos, que cada uma 
deteta. Sendo a LD, um método que deteta partículas com um intervalo de tamanho 
superior à DLS, a primeira técnica pode ser considerada como um método mais fiável. 
Sendo assim, as NLC com fármaco demonstraram ser mais estáveis ao longo do tempo 
do que as SLN contendo fármaco.  
 
Um outro parâmetro importante na avaliação da estabilidade é o potencial zeta. Os 
resultados obtidos (apresentados anteriormente) no dia da preparação foram 
satisfatórios, uma vez que foram elevados em valor absoluto. Contudo, foi importante 
analisar se estes bons resultados se mantinham ao longo do tempo. O potencial zeta das 
SLN, sem e com PTX não foi diferente ao longo do tempo (Figura 51 e Figura 52, 
respetivamente), contudo nas NLC sem PTX o potencial zeta ao fim de 60 dias diminuiu 
(em valor absoluto) (Figura 53). Nas NLC com PTX, o potencial zeta também diminuiu 
(em módulo) ao fim de 60 dias, contudo retomou passado 30 dias (dia 90) (Figura 54). 
Assim, as NLC demonstram menor estabilidade uma vez que o potencial zeta diminuiu. 
Contudo durante o estudo o elétrodo usado para esta análise estava em mau estado pelo 
que depois foi substituído. Este facto pode ter influenciado os resultados, comprometendo 






Figura 51: Potencial zeta das SLN dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05. 
 
Figura 52: Potencial zeta das SLN- PTX dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05. 
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Figura 53: Potencial zeta das NLC dia 0, 30, 60 e 90. p >0,05. 
 








O IR das NPs em estudo foi determinado no dia 0, 15 e 60 dias após a preparação 
das mesmas. Na Tabela 11 encontram-se os resultados da avaliação das NPs por DSC, 
ao longo do tempo. O IR das SLN com e sem PTX, passados 15 dias da preparação, 
aumentou, sendo que este aumento não se perpetua até ao 60ºdia. Relativamente às 
NLC, verificou-se um aumento do IR ao longo de todo o tempo de estudo. Comparando 
as SLN e as NLC ao longo do tempo, quando têm o PTX incorporado, as SLN 
apresentaram um IR superior à das NLC. Este facto traduz-se numa menor estabilidade 
das SLN para armazenar PTX, relativamente às NLC, estando este resultado de acordo 
com a informação descrita na literatura. 
Tabela 11: Registo dos parâmetros da análise de DSC para as diferentes formulações, ao 









0 50,1 -156,1 88,5 
15 49,8 -168,6 95,6 
60 49,9 -166,2 94,3 
SLN-PTX 
0 49,8 -164,6 93,4 
15 49,7 -165,9 94,1 
60 50,1 -165,7 94,0 
NLC 
0 
A -8,6 -84,3 - 
B 45,5 -161,6 91,7 
15 
A -8,6 -79,8 - 
B 45,8 -164,5 93,3 
60 
A -8,7 -58,9 - 
B 46,1 -174,6 99,0 
NLC-PTX 
0 
A -8,8 -100,3 - 
B 44,6 -139,9 79,3 
15 
A -9,3 -106,1 - 
B 44,1 -137,6 78,0 
60 
A -8,9 -96,0 - 






A EI das NPs foi determinada no dia da preparação das mesmas e 30 dias após a 
preparação. Os resultados demonstram que, a EI das SLN e das NLC não sofreu 
alterações ao fim de 30 dias (Figura 55 e Figura 56, respetivamente).  
 
Figura 55: Eficácia de encapsulação do paclitaxel nas SLN no dia da preparação (dia 0) e 
após 30 dias. p= 0,460. 
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Figura 56: Eficácia de encapsulação do paclitaxel nas NLC no dia da preparação (dia 0) e 
após 30 dias. p= 0,732. 
Tendo em conta os resultados obtidas acerca da estabilidade (tamanho e IR), seria 
espectável que as SLN apresentassem uma EI menor do que as NLC, contudo o tempo 
de análise foi inferior ao tempo para a qual as NLC demonstraram ser mais estáveis (60 
dias). Para uma melhor conclusão, o ideal seria prolongar o tempo de análise, até pelo 







4 CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 
 
O cancro é uma doença que atinge milhões de pessoas em todo o mundo e uma 
das principais preocupações ao nível da saúde pública. Um enorme investimento 
financeiro e de recursos de saúde tem sido feito nos últimos anos para a sua deteção, 
prevenção e tratamento. Caracteriza-se pelo crescimento descontrolado das células e 
pela capacidade de metastização. Existem inúmeros tipos de cancro e a sua terminologia 
depende do tipo/localização das células que sofrem crescimento descontrolado. Os 
gliomas resultam de um crescimento descontrolado das células gliais e constituem cerca 
de metade de todos os tumores cerebrais malignos. 
São vários os anticancerígenos, já comercializados, que atingem o sistema 
nervoso central mas apenas em quantidades insignificantes, devido essencialmente, à 
presença da barreira hematoencefálica. O paclitaxel é um desses fármacos e apesar de 
ser utilizado no tratamento de inúmeros cancros apresenta inúmeras desvantagens, 
como efeitos secundários graves, baixa solubilidade em meio aquoso e baixa 
permeabilidade. Estas desvantagens foram contornadas recorrendo à vetorização com 
nanopartículas (Abraxane™- nanopartículas de albumina contendo paclitaxel). Apesar do 
sucesso desta nova formulação, a investigação científica continuou a dedicar-se à 
descoberta de novas formulações com base em nanopartículas.  
As nanopartículas lipídicas (SLN e NLC) são geralmente descritas como 
vantajosas face a outro tipo de nanopartículas, por apresentarem menor toxicidade, maior 
facilidade de controlar a libertação do fármaco. Apesar das vantagens destas 
nanopartículas, as NLC surgiram para combater a principal desvantagem das SLN, a 
possibilidade de ocorrer a expulsão do fármaco, durante o armazenamento devido à sua 
estrutura cristalina. Face a tudo isto, as SLN e as NLC foram alvo de estudo, a fim de 
determinar qual seriam as melhores para incorporar o paclitaxel. 
Os resultados demonstraram que as nanopartículas preparadas com 5% de lípido 
apresentaram um tamanho mediano inferior à das nanopartículas preparadas com 10% 
de lípido. A homogeneização a alta pressão permitiu a obtenção de nanopartículas com 
um tamanho mediano inferior, relativamente à homogeneização a alta velocidade. O 
tamanho mediano/médio das SLN e NLC não sofreu alteração aquando da incorporação 
do paclitaxel, bem como a morfologia, a estrutura interna e o potencial zeta. Assim, pode-
se concluir que a incorporação do paclitaxel não altera as características das 
nanopartículas. As SLN com PTX apresentaram um índice de recristalização superior às 
NLC com PTX, uma menor estabilidade ao longo do tempo em termos de tamanho, 
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levando a concluir que as NLC serão uma potencial formulação para veicular o paclitaxel. 
Contudo, o potencial zeta das NLC com PTX, ao longo do tempo, diminuiu (em valor 
absoluto). Em relação à eficácia de encapsulação, não houve diferenças entre as SLN e 
NLC.  
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que a homogeneização a alta 
pressão e 5% de lípido levaram à produção de nanopartículas mais pequenas do que o 
método de homogeneização a alta velocidade e 10% lípido. Também se pode concluir 
que, as NLC seriam um melhor sistema para vetorizar o paclitaxel, uma vez que 
apresentam melhores resultados na estabilidade da formulação. 
Estando este estudo numa fase ainda preliminar, num próximo passo seria 
interessante avaliar a citotoxicidade das SLN e NLC desenvolvidas, bem como a sua 



























Glossário da validação do método analítico 
 
Amplitude – Geralmente determinada a partir dos estudos de linearidade e depende do 
objetivo do método analítico. 
Especificidade – capacidade de determinar um analito na presença de outras 
substâncias suscetíveis de estarem presentes na amostra. 
Exatidão – Expressa a proximidade entre o valor encontrado e um valor aceite como 
valor de referência. 
Limite de deteção – Menor quantidade de analito que pode ser detetada numa amostra, 
mas não necessariamente quantificada como um valor exato. 
Limite de quantificação – Menor quantidade de analito numa amostra que pode ser 
quantitativamente determinado com a precisão e exatidão adequadas. 
Linearidade – Capacidade (numa determinada amplitude) de obter resultados 
diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra. 
Precisão – Medida de proximidade dos valores, uns em relação aos outros para um certo 
número de determinações nas mesmas condições analíticas. 
Precisão intermédia – Medida da precisão determinada nas melhores condições 
experimentais possíveis, isto é, o mesmo analista, o mesmo equipamento, pequena 
variação de tempo, etc. 
Repetibilidade – Medida da precisão determinada com uma alteração, diferentes dias, 
diferentes analistas, diferentes equipamentos, etc. 
Reprodutibilidade – Medida da precisão determinada em estudos inter-laboratoriais. 
Seletividade – Possibilidade de um analito particular ser determinado numa mistura, sem 




Doseamento do paclitaxel 
 
Figura 57: Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da 
reta: y= 0,8005x - 0,0902; R2= 0,9993 e SQD=0,0019. 
 
Figura 58: Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da 










































Curva de Calibração B 
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Figura 59: Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da 























Curva de Calibração C 
Pág. 68 
Caracterização das Nanopartículas 
Tabela 12: Registo do tamanho mediano e médio (Dv e DM, respetivamente), índice de 
























































































































































































































Figura 60: Termograma das SLN no dia 0, 15 e 60. 
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Figura 63: Termograma das NLC-PTX no dia 0, 15 e 60. 
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